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論文内容要旨
 本研究では,これまで報告がなかったマウス生殖隆起への外来遺伝子導入法を開発し,生殖細
 胞或いは支持細胞で働く遺伝子の機能を解析する方法を確立することを目的として,まずGFP
 (greenfluorescentprotein)発現ベクター或いはRFP(redfluorescentprotein)発現ベクター
 をマウスの生殖隆起にエレクトロポレーション法により導入する方法を構築した。その結果,
 GFP発現ベクターは導入後1時間で遺伝子の発現を開始することがわかり,生殖隆起への遺伝
 子導入効率を計測したところ,5㎎/mlのDNA量においてオスでは生殖隆起の細胞に対して約
 2%,メスでは約1.3%の効率であることがわかった。そして,PGCをGFP陽性細胞として特
 異的に識別出来るGOF18一△PE-GFPトランスジェニックマウスの生殖隆起にRFP発現ベクター
 を導入して,PGCにも遺伝子導入が可能であることを確認した。さらにLacZ-IRES-GFP発現
 ベクターを構築して生殖隆起内に導入し,GFPの発現を指標にLacZ遺伝子の局在と細胞での発
 現を追跡出来ることを示した。また,器官培養によって精細管構造の形成や卵原細胞様の細胞が
 導入遺伝子を発現しながら発生を進行させるのが観察された。
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 審査結果の要旨
 中村有里は,生殖巣形成の制御機構について,とくに,マウス生殖隆起内の始原生殖細胞
 (PGC)ならびに支持細胞の増殖,分化を制御する遺伝子の機能を解析する系の確立を目的とし
 て研究を行った。これまでの生殖系列特異的な遺伝子のトランスジェニックマウスやノックアウ
 トマウスを用いての機能解析の方法では,急激な増殖や分化が起こる生殖隆起内の現象に対応し
 た,より簡便で迅速な解析はできない。そこで,中村は,まず,胎齢12,5日の生殖隆起内に
 GFP(greenfluorescentprotein)遺伝子を注入し,エレクトロポレーション法により細胞内へ
 遺伝子を効率良く導入する方法を確立することとした。GFP遺伝子を導入した生殖隆起はカル
 チャーインサート上で培養し,GFP遺伝子の発現を蛍光顕微鏡下で観察し,導入効率を算定し
 た。その結果,GFP遺伝子は,導入後1時間で遺伝子の発現を開始することが分かり,発現強
 度は導入後1日目でピークに達し,その後は減衰していく傾向にあることが分かった。そして,
 遺伝子導入後2週間でも導入遺伝子を発現しながら精細管構造の形成や卵原細胞様の細胞が発生
 を進行させることが観察されたことから,比較的長期にわたり遺伝子の機能解析が可能であるこ
 とが分かった。生殖隆起の全細胞に対する遺伝子導入効率を計測したところ,濃度依存的に導入
 効率が上昇し,5㎎/mlのDNA量において,雄では生殖隆起の細胞に対して約2%,雌では約
 1.3%の効率であることが分かった。さらに,PGCをGFP陽性細胞として特異的に識別出来る
 GOF18一△PE-GFPトランスジェニックマウスの生殖隆起にRFP(redfluorescentprotein)遺
 伝子を導入して,共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察したところ,PGCにも遺伝子導入が可能
 であることが確認された。また,強力なニワトリアクチンCAGGSプロモーターの下流にLacZ-
 IRES-GFPを有する発現ベクターを構築して,エレクトロポレーション法により,GFP遺伝子
 とともに生殖隆起内に導入し,GFPとLacZの両者の発現を調べた結果,GFPの発現を指標と
 して目的遺伝子の個々の細胞内での発現の特異性を追跡できることが確かめられた。本研究で確
 立された遺伝子導入系を用いることにより,生殖隆起内のPGCの発生過程を制御する遺伝子の
 機能を組織レベルで簡便かつ迅速に解析できるようになり,生殖巣の形成機構の研究の新たな方
 法論を提供することができた。これらの研究成果は,博士論文として合格したものと判断する。
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